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INHIBITEURS DES RECEPTEURS DE HB-EGF (ERBB) POUR TRAITER LE MYELOME 



La presente invention est relative au traitement du myelome multiple. Elle 
5 concerne plus particulierement I'utilisation d'au moins un inhibiteur du 
facteur de croissance epidermique (EGF) liant I'heparine (HB) ou d'au 
moins un inhibiteur des recepteurs de HB-EGF, ou recepteurs ErbB ou 
d'au moins un inhibiteur des voies de transduction associees pour la 
preparation de medicaments utiles pour induire I'apoptose et/ou inhiber la 

10 proliferation des cellules tumorales plasmocytaires IL-6 dependantes. 

La presente invention concerne egalement I'utilisation d'au moins un 
inhibiteur du facteur de croissance epidermique liant I'heparine HB-EGF 
ou d'au moins inhibiteur des recepteurs de HB-EGF, ou recepteurs ErbB 
ou d'au moins un inhibiteur des voies de transduction associees en 

15 combinaison avec au moins un inhibiteur de IL-6 ou au moins un inhibiteur 
du recepteur de IL-6 ou au moins un inhibiteur des voies de transduction 
associees pour la preparation de medicaments utiles pour induire 
I'apoptose et/ou inhiber la proliferation des cellules tumorales 
plasmocytaires IL-6 dependantes. 

20 L'interleukine 6 (IL-6) et les autres cytokines de la famille IL-6 sont des 
facteurs de croissance importants des cellules malignes plasmocytaires 
impliques dans le myelome multiple ( 1 > 2 ). 

On sait egalement que IL-6 est principalement produit par les cellules de 
I'environnement de la moelle osseuse ( 2 > 3 )et que la production de IL-6 
25 par ces cellules est induite apres interaction avec les cellules de myelome 
(4,5). 

On a maintenant trouve que le gene codant pour le facteur de croissance 
epidermique liant I'heparine (HB-EGF) est surexprime dans les cellules de 
myelome et que la proliferation de lignees cellulaires de myelome induites 
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par IL-6 est liee a la presence d'une boucle autocrine CD9/HB- 
EGF/ErbB1. 

HB-EGF est un facteur produit soit sous forme soluble, soit sous forme de 
proteine transmembranaire ( 6 > 7 ). la forme membranaire est le recepteur 
5 de la toxine de la diphterie. De plus, HB-EGF est un ligand des recepteurs 
du facteur de croissance epidermique (ErbB1 et ErbB4) ( 6 > 7 ). II est produit 
par diverses cellules tumorales et agit en tant que facteur de croissance 
tumoral autocrine ( 6 > 7 ). 

Les inhibiteurs du facteur HB-EGF qui conviennent aux fins de I'invention 
10 sont toutes les substances capables d'inhiber la proliferation ou d'induire 

I'apoptose des cellules plasmocytaires tumorales par exemple dans les 

conditions definies dans les exemples illustratifs ci-apres. 

A titre d'exemples de substances capables d'inhiber le facteur HB-EGF, 

on peut citer notamment les heparines, en particulier I'heparine de bas 
15 poids moleculaire, la toxine diphterique et les anticorps anti-HB-EGF, en 

particulier les anticorps monoclonaux anti-HB-EGF, tels que ceux decrits 

dans les exemples illustratifs ci-apres. 

Les inhibiteurs du recepteur de HB-EGF qui conviennent aux fins de 
I'invention sont toutes les substances capables d'inhiber la proliferation ou 

20 d'induire d'apoptose des cellules piasmocytaires tumorales par exemple 
dans les conditions definies dans les exemples ci-apres. 
Des exemples d'inhibiteurs des recepteurs ErbB appropries sont 
notamment les anticorps monoclonaux anti-ErbB1 , tels que par exemple 
Panticorps monoclonal LA-1, commercialise par UBI (Lake Placid NY 

25 USA). 

Les inhibiteurs de IL-6 qui peuvent etre utilises aux fins de I'invention sont 
par exemple les corticoi'des, l'IL-6 mutee ou d'autres inhibiteurs de PIL-6 
et les anticorps monoclonaux anti-IL-6, tels que notamment ceux diriges 
contre la chame gp 80 ou la chaTne gp 130, par exemple les anticorps 
30 monoclonaux B-E8, produits par la societe Diaclone (Besangon) et les 
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inhibiteurs du recepteur de IL-6 tels que I'anticorps monoclonal B-R3, 
anticorps anti-transducteur de IL-6 gp 130, propriete de I'lNSERM et 
Diaclone, produit par Diaclone. 

Une dose efficace de chacun des inhibiteurs mis en ceuvre selon 
5 I'invention doit etre utilisee selon des doses pharmacologiquement 
equivalentes, deduites des donnees experimentales. 
La dose efficace depend, bien entendu, de I'etat devolution du myelome, 
de l'age, du profil biologique, de I'etat clinique du patient et d'autres 
parametres pharmacologiques dependants du patient ou de son etat 
10 clinique, tels que par exemple la production quotidienne d'lL-6 calculee 
selon la methode decrite par Lu et al. C 13 ), le profil de proliferation, le taux 
de CRP/IL-6, I'isotype de la proteine monoclonale, les facteurs 
pronostiques du myelome, les fonctions vitales notamment la clearance a 
la creatinine, les fonctions hepatiques ,...). 
15 La dose efficace peut etre determinee selon la methode decrite par Lu et 
al(13). 

En general, ia dose d'inhibiteur de HB-EGF ou du recepteur de HB-EGF 

peut etre comprise entre 10 et 1000 ug/mL de plasma. 

La dose d'inhibiteur de IL-6 ou d'inhibiteur du recepteur de IL-6 peut etre 

20 comprise entre 1 0 et 1 000 ug/mL de plasma. 

Selon un autre aspect, la presente invention a pour objet une composition 
pharmaceutique a action anti-myelome (action inhibitrice de la 
proliferation du myelome) contenant, en tant que principe actif, une 
quantite efficace d'au moins un inhibiteur de HB-EGF ou d'au moins un 

25 inhibiteur des recepteurs de HB-EGF, en combinaison avec un excipient 
pharmaceutique acceptable. 

Selon une variante preferee, la composition pharmaceutique selon 
I'invention contient, en tant que principe actif, une quantite efficace d'au 
moins un inhibiteur de HB-EGF ou au moins un inhibiteur des recepteurs 
30 ErbB de HB-EGF, en particulier du recepteur ErbB1 ou du recepteur 
ErbB4, ou au moins un inhibiteur des voies de transduction en association 
avec une quantite efficace d'au moins un inhibiteur de IL-6 ou d'au moins 
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un inhibiteur du recepteur de IL-6, ou d'un inhibiteur des voies de 
transduction induites par l'IL-6, lesdits inhibiteurs etant conditionnes 
ensemble ou separement avec un vehicule pharmaceutiquement 
acceptable. 

5 On peut utiliser un vehicule pharmaceutiquement acceptable classique 
quelconque, tel que par exemple une solution contenant un stabilisateur 
d'anticorps monoclonal ou de I'albumine humaine, de preference, on 
utilise un vehicule pharmaceutiquement acceptable approprie pour une 
administration parenterale. 

10 [.'invention a egalement pour objet un procede de traitement du myelome 
qui consiste a administrer aux patients ayant un myelome une quantite 
efficace d'au moins un inhibiteur de HB-EGF ou d'au moins un inhibiteur 
du recepteur de HB-EGF ou d'au moins un inhibiteur des voies de 
transduction associees eventuellement en combinaison avec une quantite 

15 efficace d'au moins un inhibiteur de IL-6 ou d'au moins un recepteur de 
IL-6 ou d'au moins un inhibiteur des voies de transduction associees, 
I'administration desdits inhibiteurs etant concomitante ou sequentielle, 
determinee selon les donnees deduites de parametres pharmacologiques 
ou de donnees cliniques. 

20 La presente invention va etre maintenant decrite plus en detail par les 
tests qui ont ete realises et qui mettent en evidence que, dans le cas du 
myelome, on peut inhiber la proliferation des cellules plasmocytaires 
malignes ou provoquer I'apoptose de ces cellules. 

Dans les tests reportes ci-apres, on a utilise les lignees cellulaires de 
25 myelome humaines (HMCL) XG-1, XG-6, XG-13 et XG-14 obtenues dans 
I'Unite de Therapie Cellulaire du CHU de Montpellier et I'unite INSERM 
U475 a Montpellier et qui ont ete decrites dans la litterature (8, 9, 10). 
On sait que la croissance de ces quatre lignees cellulaires de myelome, 
XG-1, XG-6, XG-13 et XG-14, est strictement dependante de I'addition 
30 d'IL-6 exogene. Lors du retrait de IL-6, ces cellules subissent une 
apoptose progressive en 3 a 4 jours. Les HMCL ont ete maintenues dans 



WO 03/013485 



5 



PCT/FR02/02777 



du milieu de culture sans serum X-VIVO 20 (Biowittaker, Maryland, US) et 

5 ng/ml de IL-6. 

Dans ces tests, on a utilise : 

- les EGF et EGF recombinants commercialises par R&D System 
5 (Minneapolis, MN, USA), 

- la toxine diphterique mutee commercialisee par Sigma (St. Louis, 
MO, USA), 

- I'anticorps neutralisant dirige contre HB-EGF commercialise par 
R&D System, 

10 - I'anticorps monoclonal (mAb) LA-1 neutralisant dirige contre le 
recepteur ErbB1 produit par UBI (Lake Placid, NY USA) et 
commercialise par EUROMEDEX (Souffelweyersheim, France), 

- les immunoglobulines de chevre purifiees commercialisees par 
TEBU (Le Perray en Yvelines, France). 

15 - I'anticorps monoclonal anti-transducteur de IL-6 gp 130 B-R3 
neutralisant decrit par Wijdenes et al. 0 1 ). 
Les methodes mises en ceuvre dans ces tests vont maintenant etre 
decrites en detail 



20 Expression de genes signal intercellulaires dans des cellules de myelome 
L'expression de 268 genes codant des proteines signal intercellulaires a 
ete evaluee sur des lignees cellulaires de myelome (HMCL) et des lignees 
cellulaires lymphoblastoi'des (LCL) infectees avec le virus de Epstein-Barr 
(LCL) avec les membranes a ADN ATLAS selon la technique de 

25 ClonTech (Bale, Suisse). 

L'ARN poly (A+) a ete extrait de chaque cellule et utilise pour synthetiser 
de I'ADNc marque par un element radioactif ( 32 P). 

Les ADNc radiomarques ont ensuite ete hybrides a deux puces d'ADN 
identiques selon la technique preconisee par Clontech et la radioactivite a 
30 ete analysee par Phospho Imager (Amersham, Saclay, France). 



WO 03/013485 



6 



PCT/FR02/02777 



Analyse par cvtometrie de flux 

L'expression de ErbB1 a ete evaluee en incubant 5x1 0 5 cellules de 
myelome avec 0,5 u,g d'anticorps monoclonal de souris anti-recepteur de 
EGF (anti-EGF-R) humain (LA1) ou un anticorps monoclonal de souris ne 

5 reconnaissant pas les antigenes humains (Immunotech, Marseille, 
France) dans du tampon phosphate (PBS) contenant 30% de serum AB a 
4°C pendant 30 minutes. Ensuite, les cellules ont ete lavees et incubees 
avec un anticorps monoclonal de chevre anti-souris conjugue avec du 
polyethyleneglycol (PE) (Immunotech, Marseille, France) dans du PBS 

10 contenant 30% de serum AB a 4°C pendant 30 minutes. 

Le HB-EGF membranaire a ete detecte en marquant 5x1 0 5 cellules de 
myelome avec 0,5 jig d'anticorps de chevre anti HB-EGF humain ou 1% 
de serum de chevre dans du PBS contenant 100 u.g/ml 
d'immunoglobulines (Ig) a 4°C pendant 30 minutes. Les cellules ont ete 

15 lavees et incubees avec des immunoglobulines de pore anti-chevre 
conjuguees au FITC, dans du PBS contenant 100 u.g/ml a 4°C pendant 30 
minutes. Le pourcentage de cellules marquees et Pintensite moyenne de 
fluorescence (IMF) ont ete determines par le cytometre de flux de type 
FACScan (Becton Dickinson, USA), ou autres. 

20 

Tests de proliferation des cellules 

Les cellules ont ete cultivees pendant 5 jours dans des microplaques de 
titrage a fond plat et a 96 puits a raison de 10 4 cellules/puits dans du 
milieu de culture sans serum X-VIVO 20. Differentes concentrations de 

25 cytokines ou de facteurs de croissance ou d'inhibiteurs de 
cytokines/facteurs de croissance ont ete ajoutees au debut de la culture 
dans 6 puits de culture par groupe. A la fin de la culture, les cellules ont 
ete marquees avec de la thymidine tritiee (Amersham, Orsay, France) 
pendant 1 2 heures, recoltees et comptees selon le mode operatoire decrit 

30 parDe Vos et al O 2 ). 
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Croissance a long terme de cellules de mvelome 

Pour examiner les effets de EGF ou IL-6 sur la croissance a long terme 
des cellules de myelome, les cellules ont ete Iavees une fois avec du 
milieu de culture, incubees pendant 5 h a 37°C dans du milieu de culture 

5 X-VIVO 20 et Iavees de nouveau deux fois. 

Elles ont ete ensuite cultivees a la concentration cellulaire de 
10 5 cellules/ml avec HB-EGF (50ug/ml) ou IL-6 (500 pg/ml) avec ou sans 
lOug/ml d'anticorps monoclonal anti-gp130 neutralisant, BR-3 
(INSERM/Diaclone) ou avec ou sans 10 ug/ml d'anticorps monoclonal 

10 anti-ErbB1 neutralisant (LA-1). 

Detection des cellules apoptotiques 

Les cellules de myelome ont ete cultivees pendant 3 a 4 jours dans des 
microplaques a fond plat a raison de 3 x 10 5 cellules par puits dans du 
15 milieu de culture X-VIVO 20 avec differentes quantites d'IL-6/facteur 
de croissance HB-EGF ou d'inhibiteurs d'IL-6/facteur de croissance 
HB-EGF. 

A la fin de la culture, les cellules ont ete Iavees deux fois avec du PBS et 
mises en suspension dans une solution d'annexine-V-FITC (dilution 1/50 
20 dans du tampon HEPES : 10mM HEPES/NaOH, pH 7,4, 140 mM NaCI et 
5 mMCaCI 2 ). 

Elles ont ete incubees pendant 20 minutes a temperature ambiante et 
Iavees deux fois avec le tampon HEPES. La fluorescence a ete analysee 
par un cytometre a flux FACSan. 

25 On a produit de I'ADNc avec 2 ug total d'ARN en utilisant la transcriptase 
reverse Superscript II (Life Technologies) et I'oligo d(T) 12 -iR (Amersham 
Pharmacia Biotech) a titre d'amorce. Chaque portion de 25 uJ de PGR 
contenait 1 u.l de I'ADNc premier brin, 1 uM de chaque amorce (sens et 
antisens), 0,2 mM de chaque dNTP, 1,5 mM de MgCI 2 , 1 x tampon pour 

30 polymerase, 2 U de Taq polymerase (Life Technologies) et 1 uCi de oo 32 P- 
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dCTP (Amersham Pharmacia Biotech). On a utilise les amorces 
suivantes : 

- Tyro3 5'-CAC TGA GCT GGC TGA CTA AGC CCC (sens) et 

- 5'-AAT GCA TGC ACT TAA GCA GCA GGG (antisens) ; 
5 - HB-EGF 5'-TGG TGC TGA AGC TCT TTC TGG (sens) et 

- 5'- GTG GGA ATT AGT CAT GCC CAA (antisens) ; 

- FRZB 5'-AAG TCT GGC AGG AAC TCG AA (sens) et 

- 5'-ACT TCC TGG TGC TTG ATT GC (antisens) ; 

- pVmicroglobuline (p 2 -M) 5'-CCA GCA GAG AAT GGA AAG TC 
10 (sens) et 5'-GAT GCT GCT TAC ATG TCT CG (antisens). 

Les tailles des produits de la PCR etaient pour Tyro3 344 pdb, HB-EGF 
605 pdb, FRZB (Frizzled-related receptor B) 599 pdb, pVM 269 pdb. Le 
profit d'amplification etait de 1 minute a 94°C, 45 secondes a 59°C (Tyro3) 
ou a 62°C (HB-EGF) ou a 60°C (FRZB ou pVM), 1 minute a 72°C, 
15 operations suivies par une extension finale de 10 minutes a 72°C. Le 
nombre de cycles etait de 26 pour Tyro3, de 32 pour HB-EGF et de 25 
pour FRZB ou pVM. On a effectue une electrophorese des produits 
reactionnels sur du gel de polyacrylamide a 4%, on les a seches et on les 
a exposes a des films rayon X. 

20 

Exemole 1 : action critique de HB-EGF autocrine sur la survie et la 
proliferation des cellules de myelome 

HB-EGF est un gene dont I'expression peut etre liee a la pathobiologie du 
myelome multiple (MM). En utilisant les puces ADN, on a trouve que le 

25 gene HB-EGF etait surexprime de fagon marquee dans 3 lignees de 
myelome (HMCL : XG-1 , XG-7 et XG-14) et dans aucune des 4 LCL. On a 
recherche I'expression du gene HB-EGF par RT-PCR dans les lignees 
cellulaires et dans des cellules primaires. On a detecte I'ARNm de HB- 
EGF dans 3/6 HMCLs, mais dans aucune des 4 LCL, ce qui confirme les 

30 resultats obtenus avec les puces ADN. De fagon interessante, tandis que 
I'ARNm de HB-EGF n'a pas pu etre amplifie par RT-PCR dans des 
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cellules plasmatiques malignes purifiees a partir de 4 des 4 cas de PCL, 
on a trouve une forte expression dans des cellules medullaires purifiees a 
partir de 2 patients atteints de MM. Dans des cellules plasmatiques 
normales, on a note une expression faible dans 1 des 4 echantillons. Le 

5 gene ErbB1, a la difference du gene ErbB4, a ete hautement exprime 
dans les cellules de MM, ainsi que dans les LCL, ce qui suggere que HB- 
EGF peut etre un facteur de croissance autocrine des cellules tumorales, 
en se fixant a son recepteur Erb-B1. On a done recherche si le blocage de 
I'activite de HB-EGF pouvait moduler la proliferation de la lignee des 

10 cellules de MM XG-1 qui a hautement exprimee le gene HB-EGF. Comme 
souligne sur la Figure 1A, I'addition d'un anticorps de neutralisation a HB- 
EGF a bloque la proliferation de XG-1 d'une facon dose-dependante. 
Avec 50|ig/ml d'anticorps anti-HB-EGF, inhibition est montee jusqu'a 
80%. Cet effet inhibiteur a ete inverse par addition d'une quantite en 

15 exces de HB-EGF recombinant, ce qui demontre la specificite des effets 
de blocage de I'anticorps (Figure 1B). Au contraire, I'anticorps anti-HB- 
EGF n'a pas eu d'effet sur la proliferation de EBV-1 LCL (Figure 1C). 
Ces observations montrent clairement que HB-EGF est un nouveau 
facteur de croissance implique dans la survie de lL-6 et la proliferation des 

20 cellules de myelome XG-1 . 

Le HB-EGF membranaire a aussi ete mis en evidence sur les cellules de 
myelome en incubant ces cellules incubees avec des anticorps de chevre 
anti-HB-EGF ou du serum de chevre temoin puis avec un anticorps de 
pore anti-lg de chevre conjugue a FITC. La fluorescence a ete analysee 

25 avec un cytofluorometre FACScan. Les resultats sont ceux d'une 
experience representative de deux experiences. 

Les resultats obtenus sont reportes sur la figure 2 sur laquelle on a porte 
en abscisses I'intensite de fluorescence et en ordonnees le nombre de 
cellules comptees. 

30 Ces resultats montrent que le HB-EGF membranaire est present a la 
surface des cellules. Le marquage etait plus intense avec les cellules XG- 
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1 et XG-14, qui ont presente une plus forte expression du gene de HB- 
EGF determinee par la technique des puces ADN « cytokine/recepteur » 
ou par RT-PCR, ainsi que le montrent les donnees du tableau I ci-apres : 

5 TABLEAU 1 : Expression de genes determinee par des membranes a 
ADN ATLAS (Les valeurs en dessous de 20 sont 
considerees comme non significatives) 





XG-1 


XG-14 


XG-6 


XG-13 


HB-EGF 


2890 


1020 


263 


166 


EGF 


6 


1 


1 


54 


ErbBl 


5549 


3635 


559 


783 


ErbB2 


71 


75 


60 


42 


ErbB3 


35 


52 


124 


101 


ErbB4 


17 


9 


180 


25 



15 

Exemple 2 : Inhibition par la toxine diphterique mutee de la proliferation 

des cellules de myelome induite par IL-6 
Des cellules de myelome (10 4 cellules/puits) ont ete cultivees pendant 
5 jours dans du milieu de culture sans serum X-VIVO 20 avec 500 pg/ml 

20 de IL-6 et une concentration progressive de toxine diphterique mutee 
(mDT). Dans un groupe de culture, 1 u.g/ml de HB-EGF recombinant a ete 
ajoute au debut de la culture en meme temps que 100 pg/ml de mDT et 
500 pg/ml de IL-6. Les resultats sont les moyennes + ET de I'incorporation 
de thymidine tritiee determinee sur des puits de culture en sextuple. Les 

25 resultats qui sont reportes sur la figure 3 sont ceux d'une experience 
representative de 3 a 4 experiences, selon les lignees cellulaires. 
* indique une difference statistique de la valeur moyenne par rapport a 
celle du groupe de cellules cultivees sans mDT ou HB-EGF (P < 0,05, 
teste avec un test T de Student). ** indique une difference statistique de la 

30 valeur moyenne par rapport a celle du groupe de cellules cultivees avec 
100 pg/ml de mDT. 
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La figure 3 montre que ce HB-EGF autocrine est critique pour promouvoir 
la croissance de 2/4 HMCLs dependantes de IL-6, les HMCL XG-1 et 
XG-14. En realite, la toxine diphterique mutee (mDT), qui est un inhibiteur 
specifique de HB-EGF a fait decroitre la proliferation des HMCL induite 
5 par IL-6. L'effet inhibiteur de mDT etait compense par I'addition d'un exces 
de HB-EGF recombinant, ce qui indique qu'il n'etait pas du a une toxicite 
non specifique de la DT mutee (figure 3). 

Exemple 3 : Un antaqoniste de HB-EGF n'inhibe pas la proliferation de 
cellules de mvelome cultivees avec de hautes concentrations de IL-6 

10 Des cellules de myelome (10 4 cellules/puits) ont ete cultivees pendant 
5 jours dans du milieu de culture sans serum X-VIVO 20 (A) avec 
500 pg/ml ou 5 ng/ml de IL-6 et une concentration progressive de toxine 
diphterique mutee (mDT), (B) avec des concentrations progressives de 
IL-6. Les resultats reportes sur la figure 4 sont des moyennes + ET de 

15 I'incorporation de thymidine tritiee determinee sur des puits de culture en 
sextuple. Les resultats sont ceux d'une experience representative de deux 
experiences. 

L'inhibition par mDT ou par des anticorps anti-HB-EGF de la proliferation 
de cellules de myelome dependante de IL-6 a ete observee de maniere 

20 reproductible quand des cellules de myelome ont ete stimulees avec une 
concentration de IL-6 de 100-500 pg/ml (figure 4a). Avec une plus grande 
concentration de IL-6 (5 ng/ml), aucune inhibition statistiquement 
significative n'a pu etre observee (figure 4a). II est a noter qu'une grande 
proliferation des 4 HMCL etait deja atteinte avec 100-500 pg/ml de IL-6 et 

25 n'a pas pu etre augmentee par addition de 10-30 fois plus de IL-6 (figure 
4b). 

Exemple 4 : Induction de I'apoptose de cellules de mvelome par un 
antaqoniste de HB-EGF 
30 Des cellules de myelome ont ete cultivees pendant 3 jours avec 500 pg/ml 
de IL-6 avec ou sans 100 u.g/ml de toxine diphterique mutee. Dans un 
groupe, 1 |ig/ml de HB-EGF a ete ajoute au debut de la culture en meme 
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temps que 500 pg/ml de IL-6 et 100 |ig/ml de toxine diphterique mutee. 
L'apoptose a ete evaluee par marquage a I'annexine V et analyse par 
cytofluorimetrie. Les nombres dans les panneaux indiquent le 
pourcentage de cellules positives pour I'annexine V en apoptose. Les 
5 resultats reportes sur la Figure 5 sont ceux de I'experience representative 
de deux experiences. 

Au moyen d'un marquage avec I'annexine V, mDT s'est revelee induire 
une apoptose dans les 2 HMCLs XG-1 et XG-14 (figure 5), avec une 
majorite de cellules de myelome (87 % et 62 %) en apoptose avec 
10 100 pg/ml de mDT. L'apoptose induite par mDT etait compensee par 
addition d'une grande quantite de HB-EGF recombinant capable de 
contrebalancer la mDT (figure 5). 

Exemple 5 : Expression de ErbB1 sur des cellules de myelome 
15 Des cellules de myelome ont ete marquees avec un anticorps monoclonal 
dirige contre ErbB1 ou un anticorps monoclonal murin temoin ne 
reconnaissant aucun antigene humain. Puis, les cellules ont ete marquees 
avec un anticorps de chevre anti-lg murine conjugue a PE. La 
fluorescence a ete analysee avec un cytofluorimetre FACSscan. Les 
20 resultats reportes sur la figure 6 sont ceux d'une experience 
representative de trois experiences. Les cellules de myelome XG-1 et 
XG-14 exprimaient la plus grande densite de ErbB1 . 
Ces resultats sont en accord avec ceux du Tableau 1 , montrant que les 
cellules de myelome expriment largement le gene de ErbB1 et plus 
25 faiblement et de maniere non reproductible les autres recepteurs de la 
famille EGF-R. 

Exemple 6 : Inhibition par les anticorps monoclonaux anti-ErbB1 de la 
proliferation des cellules de myelome induite par IL-6 
30 Des cellules de myelome (10 4 cellules/puits) ont ete cultivees pendant 
5 jours dans du milieu de culture sans serum X-VIVO 20 avec 500 pg/ml 
de IL-6 et une concentration progressive d'un anticorps monoclonal anti- 
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ErbB1 (0-10 (ig/ml). Dans un groupe de culture, 1 pg/ml de HB-EGF 
recombinant a ete ajoute au debut de la culture en meme temps que 
10u.g/ml d'anticorps monoclonal anti-ErbB1 et 500 pg/ml de lL-6. Les 
resultats sont des moyennes + ET de I'incorporation de thymidine tritiee 

5 determinee sur des puits de culture en sextuple. Les resultats representes 
sur la figure 7 sont ceux d'une experience representative de deux a trois 
experiences, selon les lignees cellulaires. * indique une difference 
statistique de la moyenne par rapport a celle du groupe de cellules 
cultivees sans mAb anti-ErbB1 ou HB-EGF (p < 0,05, teste avec un test T 

10 de Student). ** indique une difference statistique de la moyenne par 
rapport a celle du groupe de cellules cultivees avec 10 pg/ml de mAb anti- 
ErbB1. 

Les resultats de la figure 7 montrent que la proliferation des cellules XG-1 
et XG-1 4 etait fortement inhibee par I'anticorps anti-ErbB1 a une 

15 concentration (10 pg/ml). L'effet inhibiteur de I'anticorps monoclonal anti- 
ErbB1 etait compense par addition d'une grande quantite de HB-EGF 
recombinant. II est a noter que les lignees cellulaires de myelome 
n'expriment pas le gene de EGF (tableau 1). La forte inhibition de la 
proliferation des cellules XG-1 et XG-1 4 par I'anticorps monoclonal anti- 

20 ErbB1 est en accord avec leur haute expression du gene de HB-EGF, une 
inhibition marquee par des antagonistes de HB-EGF et une expression de 
ErbB1 detectable par FACS. Globalement, ces donnees montrent que la 
survie et la proliferation, induites par IL-6, des lignees cellulaires de 
myelome XG-1 et XG-14 depend d'une boucle autocrine HB-EGF/ErbB1. 

25 

Exemple 7 : Inhibition par les anticoros monoclonaux anti-IL-6 ou anti 
ErbB1 de la proliferation des cellules de myelome induite par IL-6 
Des cellules de myelome XG-1 ont ete cultivees en presence de 
100 pg/ml d'interleukine-6 (IL-6) dans du milieu X-VIVO20 pendant 
30 96 heures. 
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Au jour 0, differentes concentrations d'un anticorps monoclonal anti-IL-6 
(B-E8) et/ou d'un anticorps monoclonal anti-ErbB1 (LA-1) ont ete 
ajoutees. 

Les resultats de la figure 8 montrent que I'anticorps monoclonal anti- 
5 ErbB1 potentialise I'effet inhibiteur de I'anticorps monoclonal anti-IL-6 sur 
la proliferation dependante d'IL-6 des cellules. 

Exemple 8 : Expression de la tetraspanine CD9 par les lignees de 
myelome 

Des cellules de myelome ont ete cultivees pendant 2 jours dans du milieu 
10 de culture X-VIVO 20 avec 0,2ng/mL ou 2ng/mL d'IL-6, et I'expression de 
CD9 a ete evaluee par marquage avec un anticorps monoclonal anti-CD9 
conjugue a la phycoerythrine. Le pourcentage de cellules marquees et 
I'intensite moyenne de fluorescence (IMF) ont ete determines au moyen 
d'un cytofluorimetre FASCscan. Les resultats sont ceux d'une experience 
15 parmi deux experiences representatives. 

La IMF obtenue avec I'anticorps temoin d'isotype correspondant a ete 
fixee entre 3 et 5. Les resultats du tableau 2 (ci-apres) montrent que les 
lignees XG-1 et XG-14 expriment fortement la tetraspanine CD9. Cette 
expression n'est pas regulee par l'IL-6. Les lignees XG-1 et XG-1 3 
20 I'expriment tres faiblement. La tetraspanine CD9 etant un recepteur de 
HB-EGF, capable d'augmenter tres fortement son activite biologique, ces 
donnees renforcent I'importance d'une boucle autocrine CD9/HB- 
EGF/Erb-B1 dans le controle de la proliferation des lignees XG-1 et XG-14 
mediee par l'IL-6. 
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Exemple 9 : Inhibition de la proliferation des cellules de myelome par un 
anticorps monoclonal anti-CD9 

Pour examiner si CD9 est critique pour promouvoir la survie des cellules 
de myelome a mediation par IL-6, on a utilise un mAb dirige contre CD9. 
5 Des cellules de myelome (10 4 cellules/puits) ont ete cultivees pendant 
5 jours dans du milieu de culture sans serum X-VIVO 20 avec 500 pg/ml 
de IL-6 et 50 ng/ml du mAb anti-CD9 SYB-i. Dans un groupe de culture, 
1 ug/ml de HB-EGF recombinant a ete ajoute au debut de la culture en 
meme temps que 10 u.g/ml de mAb anti-CD9 SYB-1 et 500 pg/ml de IL-6. 

10 Les resultats sont des moyennes + ET de I'incorporation de thymidine 
tritiee determinee sur des puits de culture en sextuple. Les resultats sont 
ceux d'une experience representative de deux experiences. * indique une 
difference statistique de la moyenne par rapport a celle du groupe de 
cellules cultivees sans mAb anti-CD9 ou HB-EGF (P < 0,05, teste avec un 

15 test T de Student). 

Comme le montre la figure 9, 1'anticorps monoclonal anti-CD9 SYB-1 a pu 
bloquer la proliferation des cellules de myelome XG-1 . Cette inhibition a 
ete compensee par I'addition d'une grande quantite de HB-EGF 
recombinant qui peut entrer en competition avec I'anticorps monoclonal 

20 anti-CD9 pour la liaison a CD9. 

Exemple 10 : Effets svnerqiques de IL-6 et HB-EGF pour declencher la 
survie et la proliferation des cellules de myelome 

Des cellules de myelome XG-1 ou XG-1 4 ont ete cultivees a raison de 10 5 
25 cellules/ml dans du milieu de culture sans serum X-VIVO 20 avec 
10 ug/ml d'un anticorps monoclonal murin ne reconnaissant aucun 
antigene humain et sans cytokine, ou avec 500 pg/ml de IL-6 ou 
100ng/ml de HB-EGF recombinant. Dans certains groupes de culture, 
10u.g/ml d'anticorps monoclonal anti-transducteur de IL-6 gp130 B-R3 
30 neutralisant ou d'anticorps monoclonal anti-ErbB1 LA-1 neutralisant ont 
ete ajoutes. Tous les 3 a 4 jours, la viabilite des cellules et le nombre de 
cellules ont ete testes, et les cellules ont ete cultivees de nouveau a 
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raison de 10 5 cellules/ml avec du milieu de culture frais contenant pour 
chaque groupe les concentrations initiates de cytokine et/ou d'inhibiteur de 
cytokine. Les resultats sont les nombres de cellules cumules produits 
dans la culture d'une experience representative de trois experiences. 
5 Comme le montre la figure 10, en I'absence de IL-6, les deux lignees 
cellulaires de myelome XG-1 et XG-14 ne se sont pas developpees et 
sont mortes progressivement en 4 a 5 jours. L'addition de IL-6 a induit une 
croissance vigoureuse. La croissance induite par IL-6 a ete totalement 
abolie par le mAb anti-gp 130 neutralisant. Elle a ete egalement 

10 totalement abolie par I'anticorps monoclonal anti-ErbB1 neutralisant en 
accord avec les donnees ci-dessus. HB-EGF recombinant a favorise la 
survie des cellules de myelome XG-1 et XG-14 et une croissance qui etait 
plus faible que celle induite par IL-6. La faible croissance des cellules de 
myelome a mediation par HB-EGF recombinant a ete inhibee par 

15 I'anticorps monoclonal anti-ErbB1. Elle a egalement ete totalement 
inhibee par I'anticorps monoclonal anti-gp130 neutralisant. Cette 
expression autocrine du gene de IL-6 a ete detectee aussi avec les puces 
ADN ATLAS dans des cellules XG-1 et dans les autres iignees cellulaires 
de myelome (voir tableau 1) et continue par RT-PCR (Figure 11). 

20 Prises en combinaison, ces donnees indiquent que la faible croissance 
des cellules de myelome avec HB-EGF-recombinant est Nee a cette faible 
production autocrine de IL-6 par les cellules de myelome. On en deduit 
qu'il existe une cooperation des voies de transduction induites par le 
transducteur de IL-6 gp130 et ErbB1 pour declencher une survie et une 

25 proliferation optimales des cellules de myelome. 
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Revendications 

1. Utilisation d'au moins un inhibiteur du facteur de croissance 
epidermique (EGF) liant I'heparine (HB) ou d'au moins un 
5 inhibiteur des recepteurs de HB-EGF, ou recepteurs ErbB, ou 

d'au moins un inhibiteur des voies de transduction associees 
pour la preparation de medicaments utiles pour induire 
I'apoptose et/ou inhiber la proliferation des cellules tumorales 
plasmocytaires IL-6 dependantes. 

10 2. Utilisation d'au moins un inhibiteur du facteur de croissance 

epidermique liant I'heparine HB-EGF ou d'au moins un 
inhibiteur des recepteurs de HB-EGF, ou recepteurs ErbB, ou 
d'au moins un inhibiteur des voies de transduction associees 
en combinaison avec au moins un inhibiteur de IL-6 ou au 

15 moins un inhibiteur des recepteurs de IL-6, ou au moins un 

inhibiteur des voies de transduction associees, pour la 
preparation de medicaments utiles pour induire I'apoptose et/ou 
inhiber la proliferation des cellules tumorales plasmocytaires 
IL-6 dependantes. 

20 3. Utilisation selon I'une des revendications 1 ou 2, caracterisee 

en ce que I'inhibiteur du facteur de croissance epidermique liant 
I'heparine HB-EGF est choisi parmi les heparines, en particulier 
I'heparine de bas poids moleculaire, la toxine diphterique, les 
anticorps anti-HB-EGF. 

25 4. Utilisation selon I'une des revendications 1 ou 2, caracterisee 

en ce que les inhibiteurs du recepteur du facteur de croissance 
epidermique liant I'heparine HB-EGF sont choisis parmi les 
anticorps monoclonaux anti-ErbB ou autre recepteurs de HB- 
EGF ou les inhibiteurs des voies de transduction associees. 

30 5. Utilisation selon I'une quelconque des revendications 1 a 4, 

caracterisee en ce que I'inhibiteur de IL-6 est choisi parmi les 
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corticoi'des, les inhibiteurs de la production d'IL-6, les anticorps 
monoclonaux anti IL-6, l'interleukine-6 mutee antagoniste. 

6. Utilisation selon I'une quelconque des revendications 1 a 5, 
caracterisee en ce que I'inhibiteur du recepteur de IL-6 est 
dirige contre la chaine gp80 ou gp130 ou sont des inhibiteurs 
des voies de transduction associees. 

7. Composition pharmaceutique, caracterisee en ce qu'elle 
comprend, a titre de principe actif, au moins un inhibiteur du 
facteur de croissance epidermique liant I'heparine HB-EGF ou 
au moins un inhibiteur des recepteurs ErbB ou au moins un 
inhibiteur des voies de transduction associees en combinaison 
avec un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

8. Composition pharmaceutique, caracterisee en ce qu'elle 
comprend au moins un inhibiteur du facteur de croissance 
epidermique liant I'heparine HB-EGF ou au moins un inhibiteur 
de ses recepteurs ou au moins un inhibiteur des voies de 
transduction associees en association avec au moins un 
inhibiteur de IL-6 ou au moins un inhibiteur du recepteur de IL-6 
ou au moins un inhibiteur de ses recepteurs ou au moins un 
inhibiteur des voies de transduction associees, lesdits 
inhibiteurs etant conditionnes ensemble ou separement en 
combinaison avec un vehicule pharmaceutique acceptable. 
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disorders is industrially applicable. 
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carry out a reasonable search covering the entire range of protection sought. 
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compounds mentioned in Claim 3, anti-erbB monoclonal antibodies, anti-CD9 antibodies, 
and, as regards the combinations, anti-IL-6 monoclonal antibodies, antagonist mutated 
IL-6 and inhibitors of the IL-6 receptor gp80 or gpl30 chains, for the treatment of 
multiple myeloma and IL-6 dependent plasma cell tumours. 

The applicant should note that claims or parts of claims directed to inventions in respect 
of which no international search report has been established need not be the subject of an 
international preliminary examination (PCT Rule 66.1(e)). The applicant is advised that, 
in its capacity as International Preliminary Examining Authority, the EPO generally will 
not carry out a preliminary examination for subjects that have not been searched. This 
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RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Demande internationale n° 
PCT/FR 02/02777 



Cadre I Observations - lorsqu'il a #t6 estime que certaines revendications ne pouvaient pas faire I'objet d une recherchje 
(suite du point 1 de la premiere feuille) 



Conformement a I'article 17.2)a), certaines revendications n'ont pas fait I'objet d'une recherche pour les motifs suivants: 

1 . Les revendications n os 

se rapportent a un objet a I'egard duquel I'administration n'est pas tenue de proceder a la recherche, a savoir: 



2. | * | Les revendications n 0E 

se rapportent a des parties de la demande internationale qui ne remplissent pas suffisamment les conditions prescrites pour 
qu'une recherche significative puisse etre effectuee, en particulier: 

voir feuille supplemental re SUITE DES RENSEIGNEMENTS PCT/ISA/210 



3. Les revendications n os 

sont des revendications dependantes et ne sont pas redigees conformement aux dispositions de la deuxieme et de la 
troisieme phrases de la regie 6.4.a). 



Cadre II Observations - lorsqu'il y a absence d'unite de I'lnvention (suite du point 2 de la premiere feuille) 



L'administration chargee de la recherche internationale a trouve plusieurs inventions dans la demande internationale, a savoir: 



1 . I I Comme toutes les taxes additionnelles ont ete payees dans les delais par le deposant, le present rapport de recherche 
I — ' internationale porte sur toutes les revendications pouvant faire i'objet d'une recherche. 

2. LZI Comme toutes les recherches portant sur les revendications qui s'y prelaient ont pu etre effectuees sans effort particulier 

justifiant une taxe additionnelle, l'administration n'a sollicite le paiement d'aucune taxe de cette nature. 



3. I Comme une partie seulement des taxes additionnelles demandees a ete payee dans les delais par le deposant, le present 
' — ' rapport de recherche Internationale ne porte que sur les revendications pour lesquelles les taxes ont ete payees, a savoir 
les revendications n 05 



4. I Aucune taxe additionnelle demanded n'a ete payee dans les delais par le deposant. En consequence, le present rapport 
I — I de recherche Internationale ne porte que sur I'invention mentionnee en premier lieu dans les revendications; elle est 
couverte par les revendications n cs 



Remarque quant a la reserve Les taxes additionnelles etaient accompagnees d'une reserve de la part du deposan : 

j ~J Le paiement des taxes additionnelles n'etalt assorti d'aucune reserve. 
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Suite du cadre 1.2 



Les revendi cations 1,2,4,6-8 presentes ont trait a des composes definis 
en faisant reference a une caracteristique ou propriete souhaitable, a 
savoir "un inhibiteur du facteur de croissance epidermique (EGF) liant 
l'heparine" (ci-apres nomme HB-EGF), ou " un inhibiteur des recepteurs de 
HB-EGF (ou recepteurs erbB)" ou "un/des inhibiteur(s) des voies de 
transduction associees" (a HB-EGF ou IL-6) ou "un inhibiteur de TIL-6" 
ou "un inhibiteur du recepteur de TIL-6" ou "un inhibiteur de la 
production de TIL-6" ou "autre recepteur de HB-EGF" (revendication 4). 
Les revendications couvrent tous les composes presentant cette 
caracteristique ou propriete, alors que la demande ne fournit un 
fondement que pour un nombre tres limite de tels composes. 
De plus, le terme "corticoi'des" (revendication 5) couvre un tres grand 
nombre de composes differents 

En fait, cette expression contient tant d'options possibles que le manque 
de clarte et de concision qui s'en suit, est d'une importance telle 
qu'une recherche significative de Tobjet des revendications devient 
impossible. Par ailleurs aucun exemple n'est donne dans la description 
pour supporter Tutilisation de tels composes, pas plus qu'il n'est 
fournl d'example d"'inhib1teurs de la production de TIL-6" 
(revendication 5). 

Dans le cas present, les revendications manquent de fondement et la 
demande manque d'expose a un point tel qu'une recherche significative sur 
tout le spectre couvert par les revendications est impossible. 

Independamment des raisons evoquees ci-dessus, les revendications 
manquent aussi de clarte. En effet, on a cherche a definir Tapplication 
therapeutique de ces composes au moyen du resultat a atteindre (induction 
de Tapoptose et/ou inhibition de la proliferation des cellules tumoral es 
plasmocytaires IL-6 dependantes) . Seule Tutilisation therapeutique de 
composes dans le but de traiter des maladies ou des troubles particuliers 
est susceptible d'application industrielle. 

Ce manque de clarte est, dans le cas present, tel qu'une recherche 
significative sur tout le spectre couvert par les revendications est 
impossible. 

En consequence, la recherche n'a ete effectuee que pour les parties des 
revendications dont Tobjet apparatt etre clair, fonde et suffisamment 
expose, a savoir les parties concernant les les composes mentiones dans 
la revendication 3, les anticorps monoclonaux anti erbB, les anticorps 
anti-CD9, et, pour les combinaisons, les anticorps monoclonaux anti IL-6, 
T IL-6 mutee antagoniste, les inhibiteurs de la chalne gp80 ou gpl30 du 
recepteur de TIT6, dans le traitement du myelome multiple et des 
tumeurs plasmocytaires IL-6 dependantes. 

L'attention du deposant est attiree sur le fait que les revendications, 
ou des parties de revendications, ayant trait aux inventions pour 
lesquelles aucun rapport de recherche n'a ete etabli ne peuvent faire 
obligatoirement Tobjet d'un rapport preliminaire d'examen (Regie 66.1(e) 
PCT). Le deposant est averti que la ligne de conduite adoptee par TOEB 
agissant en qualite d' administration chargee de Texamen preliminaire 
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international est, normal ement, de ne pas proceder a un examen 
preliminaire sur un sujet n'ayant pas fait l'objet d'une recherche. Cette 
attitude restera inchangee, 1 ndependamment du fait que les revendi cations 
aient ou n'aient pas ete modifiees, soit apres la reception du rapport de 
recherche, soit pendant une quelconque procedure sous le Chapitre II. 



page 2 de 2 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 

Renseignemems reiatirs aux memDresae rammes ge oreveis 



rlbmande Internationale No 
PCT/FR 02/02777 



Document brevet cite 




Date de 




Membre(s) de la 


uate as 


iu rapport de recherche 




publication 




famille de brewet(s) 


publication 


US 6090794 


A 


18-07-2000 


US 


6362392 Bl 


26-03-2002 


US 4757056 


A 


i o rt"7 moo 


AUCUN 




US 5366874 


A 


22-11-1994 


AUCUN 




W0 9907407 


A 


18-02-1999 


us 


58/O/iU A 


no Q9. 1 QQQ 








II 1 1 

AU 


744585 B2 


Co —\Sc. LXiuc. 








AU 


8696298 A 


ui-uo-iyyy 








BR 


f\fi 1 1 1 A 

9811861 A 


1 c no. 9nnn 
lo— Uo £UUU 








CN 


1 07£70A T 

1276729 T 


13-12-2000 








r d 

EP 


1003545 Al 


31-05-2000 








JP 


2001513334 T 


04-09-2001 








NO 


20000579 A 


25-02-2000 








WO 


9907407 Al 


1 Q_ n 9_1 QQQ 

ib U£ iyyy 








US 


2001007019 Al 


U5 _ U/-(lUUl 


US 6235884 


Bl 


22-05-2001 


us 


5811393 A 


99 QQ 1QQQ 

t^-uy-iyyo 


US 61/2042 


D 1 
Bl 


An ni OA/11 

U9-(Ji-^U(Jl 


AU 


709585 B2 


f19— HQ— 1 QQQ 

u<: uy iyyy 








AU 


6999396 A 


30-04-1997 








CA 


2230949 Al 


17-04-1997 








EP 


0852587 A2 


15-07-1998 








WO 


9713781 A2 


17-04-1997 








JP 


2000500644 T 


25-01-2000 



Formulaire PCT/ISA/210 (annexe families da brevets) Quillet 1992) 



